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KRATICE IN OKRAJŠAVE 
DM1 – dohranjevalno gojišče 1 
DM2 – dohranjevalno gojišče 2 
EMA – Evropska agencija za zdravila (ang. European Medicines Agency) 
FDA – Ameriška agencija za hrano in zdravila (ang. Food and Drug Administration) 
GMP – dobra proizvodna praksa 
HPLC – tekočinska kromatografija visoke ločljivosti 
IPTG – izopropil-β-D-tiogalaktopiranozid 
LB – gojišče za kultivacijo bakterij Luria-Bertani  
CA – trdno definirano gojišče C 
OI – Onkološki inštitut 
ORT – operatorska represorska titratcija 
pHIL-12 – plazmid p21-hIL-12-ORT 
pO2 – parcialni tlak kisika  
rpm – vrtljaji v minuti  
SC – DNA v obliki kovalentno zaprtega kroga 
µmax – maksimalna specifična hitrost rasti
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1 UVOD 
Genska terapija je prenos nukleinskih kislin v tumorske ali normalne celice za odstranitev 
ali zmanjšanje tumorjev z direktnim uničenjem celic, imunomodulacijo ali popravilo 
genskih napak. Za gensko terapijo se lahko uporabi virusne ali nevirusne vektorje. Prednost 
uporabe nevirusnih vektorjev je v tem, da pri gostitelju ne povzročijo imunskega odziva na 
vektorske komponente ter imajo manjši vpliv na morebitne poškodbe gostiteljske DNA 
(Weichselbaum in Kufe, 1997). Najpogosteje uporabljeni nevirusni vektorji za prenos v 
celice so plazmidi (O’Mahony in sod., 2007).  
Plazmidi so molekule DNA, ki se v celici nahajajo v krožni ali linearni obliki in se 
podvojujejo neodvisno od kromosoma (Pommerville, 2017). Najpogosteje se uporablja 
plazmide s kaseto z genom za odpornost proti antibiotiku, vendar je njihova uporaba 
problematična zaradi potencialnega horizontalnega prenosa genov za odpornost v 
komenzalne bakterije ali bakterije v okolju. Zaradi možnosti prenosa genov za odpornost 
proti antibiotiku Evropska agencija za zdravila (ang. European Medicines Agency - EMA) 
in Ameriška agencija za hrano in zdravila (ang. Food and Drug Administration - FDA) 
priporočata, da se pri pripravi klinično uporabnih plazmidov izogiba genom, ki omogočajo 
odpornost proti antibiotikom, oziroma če že, naj se uporabijo antibiotiki, ki niso v uporabi 
za zdravljenje človeških bolezni (Mignon in sod., 2015). 
Slabost uporabe plazmidnih vektorjev v primerjavi z virusnimi vektorji tiči v slabši 
učinkovitosti vstopa le-teh v gostiteljsko celico in v nižjih ravneh izražanja transgena, zaradi 
česar je potrebna optimizacija vnosa plazmida in uporaba višjih, miligramskih doz za 
doseganje terapevtskega odgovora (Gonçalves in sod., 2014). S pomočjo novejših metod za 
učinkovit vnos plazmidne DNA v celico (npr. elektroporacija) se je učinkovitost uporabe 
plazmidne DNA povišala, saj te metode omogočajo boljšo transfekcijo in izražanje vnešenih 
genov v gostiteljski celici (Lambricht in sod., 2016). Pri industrijskem pridobivanju molekul 
se za gostiteljske celice plazmidov v večini primerov uporabja bakterije vrste Escherichia 
coli (E. coli), vendar pa se načini pridobivanja rekombinantnih proteinov in plazmidov 
močno razlikujejo, saj pri pridobivanju proteinov visok donos biomase običajno pomeni 
visok titer rekombinantnih proteinov, kar pa ne velja pri pridobivanju plazmidne DNA, kjer 
je zaželeno le podvojevanje krožnih molekul (O’Mahony in sod., 2007) 
Za optimizacijo pridobivanja plazmidne DNA, kjer je zaželen čim višji donos plazmidne 
DNA ob nizkih stroških pridobivanja, je potrebno optimizacijo bioprocesa izvesti na več 
nivojih, ki pomembno vplivajo na donos: to so izbira seva, plazmida ter način gojenja 
(Williams in sod., 2009). Za doseganje čim višje koncentracije plazmidne DNA smo se v 
okviru magistrske naloge osredotočili na optimizacijo načina gojenja bakterijske kulture. 
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1.1 CILJ RAZISKOVALNE NALOGE 
Cilj magistrskega dela je bil razviti in optimizirati bioproces gojenja bakterije vrste E. coli 
seva DH1 ORT® s plazmidom z genom za humani interlevkin (hIL-12) za pridobivanje 
DNA v obliki kovalentno zaprtega kroga (SC) za nadaljno uporabo v genski terapiji. 
Optimizirali smo rast E. coli v bioreaktorskem sistemu, kjer smo nadaljevali z optimizacijo 
gojenja v kontroliranih pogojih z namenom pridobivanja čim večje količine plazmidne 
DNA.  
1.2 DELOVNE HIPOTEZE 
Delovne hipoteze magistrske naloge, ki smo jih predvidevali pred začetkom 
eksperimentalnega dela, so bile: 
• Dejavniki, ki zmanjšajo maksimalno specifično rast, povečajo količino plazmidne 
DNA. 
• Z uporabo bioprocesa z dohranjevanjem substrata dosežemo višjo koncentracijo 
plazmida kot pri bioprocesu enkratnega polnjenja. 
• Z dvigom temperature dosežemo višjo koncentracijo plazmidne DNA pretežno v 
obliki SC. 
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 GENSKA TERAPIJA 
Začetki uporabe genske terapije segajo v 70. leta prejšnjega stoletja, ko je Theodore 
Friedmann predstavil potencialne izzive in možnosti uporabe genske terapije za zdravljenje 
monogenskih bolezni (Friedmann in Roblin, 1972). Vizija zdravljenja dednih boleznih s 
pomočjo genske terapije se je v praksi prenesla tudi na področje drugih boleznih. Od prve 
uporabe genske terapije v klinični študiji, ki je bila izvedena leta 1990, se je število kliničnih 
študij do sedaj povzpelo čez 2500. Testiranja vključujejo uporabo genske terapije v namene 
zdravljenja genetskih boleznih (npr. cistična fibroza), infektivnih boleznih (npr. gripa, 
malarija), nevrodegenerativnih boleznih ter raka (Anguela in High, 2019). Najbolj znan 
primer genske terapije je genetsko spreminjanje T celic za uporabo pri imunoterapiji raka 
(Dunbar in sod., 2018). 
Genska terapija omogoča popravilo spremenjenih (mutiranih) ali mestno-specifično 
modificiranih genov (Tebas in sod., 2014). Najpogosteje uporabljena metoda za popravilo 
genov je uporaba rekombinantne DNA, pri kateri se nespremenjen (»zdravi«) gen vstavi v 
vektor za prenos v gostiteljsko celico, ki je lahko virusni ali nevirusni. Po prenosu vektorja 
v gostiteljsko celico se nespremenjeni gen lahko vstavi v genom gostiteljske celice in 
zamenja okvarjeni gen, ki povzroča bolezen. Vektor mora omogočiti uspešen prenos gena v 
gostiteljsko celico ter ne sme povzročiti imunskega odziva gostitelja (Gonçalves in Paiva, 
2017). 
2.1.1 Uporaba plazmidov v genski terapiji 
V primerjavi z virusnimi vektorji so plazmidni vektorji manj učinkoviti in je zato potrebna 
višja miligramska doza, vendar je njihova uporaba varnejša, saj niso sposobni podvojevanja 
v sesalskih gostiteljskih celicah in imajo nižji imunotoksični učinek (Gonçalves in sod., 
2014). Produkcija je enostavnejša kot za virusne vektorje, prav tako pa je rok trajanja daljši 
(Prather in sod., 2003). Učinkovitost izražanja vektorskih genov se je v dvajsetih letih 
uporabe povišala zaradi izboljšanja metod vnosa plazmidne DNA v celico z uporabo fizičnih 
metod, kot so elektroporacija, genska pištola in ultrazvok ali z uporabo genskih nosilcev, ki 
omogočajo iztop DNA iz endosoma v citosol (Niidome in Huang, 2002). 
2.2 NAČINI VZDRŽEVANJA PLAZMIDOV V CELICAH 
2.2.1 Sistem plazmidne selekcije z uporabo antibiotika 
Najstarejša in najbolj uporabljena metoda za vzdrževanje in podvajevanje plazmida znotraj 
celice je uporaba kasete z genom za odpornost proti antibiotiku in uporabo antibiotika v 
gojišču. Odpornost proti antibiotiku omogoča rast bakterijske kulture v gojišču z dodanim 
antibiotikom, v katerem bakterije brez plazmida propadejo. Slabost uporabe antibiotikov je 
pri bioprocesih bolj izrazita, saj zaradi dolgotrajnega gojenja pride do razgradnje antibiotika 
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v gojišču, kar vodi v zmanjšano selekcijo v gojišču in posledično razrast bakterij brez ali z 
majhnim številom kopij plazmidov (Bryers in Ching-Tsan, 1995). Uporaba določenih 
antibiotikov (na primer iz skupine β-laktamskih antibiotikov) pri pridobivanju bioloških 
zdravil je odsvetovana s strani regulatornih agencij. Uporaba antibiotikov je  neželena zaradi 
ekonomskih, okoljskih in regulatornih vzrokov, sploh v primeru uporabe plazmidne DNA 
za klinične študije, saj je potrebno odstranjevanje antibiotika med čiščenjem in končno 
testiranje rezidualnih ostankov antibiotikov (Durany in sod., 2005). 
2.2.2 Sistemi plazmidne selekcije brez uporabe antibiotika  
2.2.2.1 Mehanizem postsegregacijskega propada celic brez plazmida 
Za preprečitev izgube rekombinantnega plazmida pri dolgotrajnem bioprocesu brez uporabe 
antibiotika lahko uporabimo druge, alternativne mehanizme selekcije. Ena izmed teh je 
uporaba mehanizmov postsegregacijskega propada (ang. post-segregational killing 
mechanisms). Mehanizem deluje na podlagi delovanja toksina in protitoksina, pri katerem 
ima toksin daljšo razpolovno dobo. Izguba plazmida povzroči hitro razgradnjo antitoksina, 
kar vodi v propad gostiteljske celice zaradi delovanja toksina (Durany in sod., 2005). Cooper 
in Heinemann (2000) pa sta z eksperimenti ugotovila, da mehanizem postsegregacijskega 
propada ne poveča števila celic s plazmidom, saj pri gojenju celic, ki so imele plazmide z in 
brez mehanizma postsegregacijskega propada po več kot 200 generacijah ni bilo opazne 
razlike med številom celic s prisotnim plazmidom.  
2.2.2.2 Uporaba avksotrofnih sevov 
Druga najpogostejša uporabljena metoda za selekcijo segregant s plazmidom je uporaba 
avksotrofnih sevov in plazmida, ki vsebuje genski zapis za encim, potreben za sintezo 
določene aminokisline. A ta strategija selekcije poviša metabolno breme bakterijski kulturi, 
zato se specifična hitrost rasti bakterijske kulture zmanjša (Durany in sod., 2005). 
2.2.2.3 Sistem operatorske represorske titracije esencialnega gena dapD- ORT®  
Sistem ORT® (operatorska-represorska titracija) uporablja posebne bakterijske seve E. coli, 
ki imajo v kromosomu gen za DapD (2,3,4,5-tetrahidropiridin-2,6-dikarboksilat N-jantarna 
transferaza), ki je potreben v biosintezni poti L-lizina, pod kontrolo operatorja/promotorja 
operona lac (O/Plac) in represorskega proteina LacI (Williams in sod., 1998). Brez DapD  
celice lizirajo. Sistem tako omogoča rast gostiteljske celice le takrat, ko je promotor lac 
induciran, kar sedoseže z dodatkom β-D-galaktoze, IPTG ali s transformacijo s plazmidom 
v več kopijah, na katerih je prisotno kratko zaporedje lacO. Za delovanje sistema in 
stabilnost plazmida ni potrebno izražanje genov, zaradi česar ni povečanja metabolnega 
bremena (Cranenburgh in sod., 2001). Sistem ORT® je bil uporabljen za konstrukcijo 
vektorja za uporabo kot DNA cepivo v klinični študij (Hanke in McMichael, 2000). 
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Slika 1: Prikaz načina delovanja sistema ORT®.  
A) Represor LacI preprečuje izražanje gena dapD. Zaradi vezave represorja LacI (rdeči kvadrat) na operatorsko 
zaporedje lacO (svetlo zeleni polkrog), ki je pred genom dapD v kromosomu, se dapD ne izraža, posledično 
protein DapD ne nastane in celica propade. B) Titracija represorja LacI z zaporedji lacO na plazmidu. Zaradi 
prisotnosti več kopij plazmida z zaporedjem lacO v celici, se represor LacI sprosti z mesta lacO pred genom 
dapD na kromosomu in se veže na plazmidna zaporedja lacO. Gen dapD se izrazi, celica preživi (povzeto po 
Garmory in sod., 2005). 
2.3 DEJAVNIKI, KI VPLIVAJO NA PRIDOBIVANJE PLAZMIDNE DNA 
Širša uporaba plazmidnih vektorjev v genski terapiji ali cepivih je odvisna od učinkovitih in 
donosnih procesov pridobivanja plazmidov, ki so zmožni zagotoviti večje količine 
kakovostnih plazmidov za uporabo v kliničnih študijah ter za komercialne namene. 
Optimizacija pridobivanja plazmidne DNA se prične z izbiro primerne gostiteljske celice, ki 
vpliva na nadaljno uspešnost pripravljalnih procesov (ang. upstream) in zaključnih procesov 
(ang. downstream) pri pridobivanju plazmidne DNA (Gonçalves in sod., 2014). 
Glavni izziv pri pridobivanju plazmidne DNA je potreba po povečanju volumskih (mg 
plazmidne DNA/L gojišča) ter specifičnih donosov plazmidne DNA glede na celično 
biomaso (mg plazmidne DNA/g suhe biomase). Ob tem se mora ohraniti integriteta 
primarnega zaporedja biosintezirane plazmidne DNA (odsotnost delecijskih in insercijskih 
zaporedij) in prevladati topologija kovalentno zaprtega kroga. Cilji so dosegljivi z uporabo 
optimizirane formulacije gojišča, optimizacije plazmidnega ogrodja in uporabo primernega 
seva (Gonçalves in sod., 2014). 
2.3.1 Izbira bakterijskega seva 
Za povišanje izkoristkov bioprocesov je največ raziskav in razvoja vloženega v optimizacijo 
zaključnih procesov (ang. downstream processing), medtem ko so možnosti optimizacije 
bioprocesov v pripravljalnih fazah (ang. upstream processing) manj raziskane. Ena izmed 
možnosti za optimizacijo gojenja je kombinacija med uporabljeno gostiteljsko celico in 
lacI 
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plazmidom, ki vpliva na celoten bioproces, ki zajema tako zaključne kot pripravljalne 
procese. Izbor pravega seva E. coli za pridobivanje plazmidne DNA vpliva na kvaliteto in 
količino končnega produkta, saj vpliva tako na gojenje kot na nadaljnjo izvedbo zaključnih 
procesov. Običajno se za namnoževanje plazmidov uporablja plazmide z visokim številom 
kopij ter gositeljski bakterijski sev, ki je sposoben vzdrževati plazmide znotraj celice 
(segregacijska stabilnost), kar olajša nadaljnjo izvedbo zaključnih procesov. Kot povzemata 
Eastman in Durland (1998) so najpogosteje v uporabi sevi, ki so komercialno dostopni. 
Carnes (2005) navaja nekatere najpogostejše mutacije E. coli, ki vplivajo na pridobivanje in 
kvaliteto plazmida. To so mutacije v genih endA1 in recA, ki povišajo stabilnost plazmida 
ter preprečijo razgradnjo plazmidne DNA in nastanek kovalentnega odprtega kroga med lizo 
celic. Yau in sod. (2008) so nadalje ugotovili, da je vpliv teh mutacij odvisen od kombinacije 
uporabljenega seva in plazmida.  
Salem-Bekhit in sod. (2013) povzemajo rezultate različnih gojenj bakterijskih kultur do 
visokih gostot, ki se med seboj razlikujejo tako v količini suhe biomase celic kot tudi v 
koncentraciji pridobljene plazmidne DNA. Ugotavljajo, da na variabilno rast lahko vplivajo 
dejavniki, katerih vpliv še ni povsem raziskan, kot sta na primer odgovor na stres ali sistem 
za zaznavanje celičnega kvoruma (ang. quorum sensing). 
2.3.2 Sestava gojišča 
Za doseganje ponovljivosti bioprocesov se običajno uporabljajo minimalna definirana 
gojišča. Kompleksna gojišča namreč vsebujejo sestavine, ki tipično izvirajo iz živalskega ali 
rastlinskega izvora in so zaradi biološkega izvora zato podvržena deviaciji v sestavi, prav 
tako lahko na ponovljivost vpliva menjava dobavitelja sestavin. Največja slabost 
kompleksnih gojišč je neznana sestava le-teh, kar onemogoča stehiometrično preračunanje 
donosa na posamezno komponento. Prav tako je za kompleksna gojišča značilno, da se med 
fermentacijo močneje penijo, kar lahko vodi do zmanjšanega raztapljanja kisika v gojišču, 
kar pomembno vpliva na rast in produktivnost bakterij (Carnes in Williams, 2006). Za 
pridobivanje plazmidne DNA in drugih vektorjev v medicinske namene so kompleksne 
sestavine živalskega izvora prepovedane zaradi možnosti prenosa spongiformne 
encefalopatije (FDA, 2001). 
Na rast in produktivnost vpliva sestava gojišča, saj lahko nekatera hranila (na primer 
ogljikove ali dušikove spojine) v višjih koncentracijah zavirajo celično rast. Zaradi tega 
samo povišanje koncentracije hranil v gojišču ne vodi do višjih koncentracij biomase. Na 
splošno velja, da je rast E. coli zavirana v primeru uporabe več kot 50 g/L glukoze ali 3 g/L 
amonijevih ionov ter drugih spojin (Riesenberg, 1991).  
Uporaba določenih hranil lahko vpliva na podvojevanje plazmidne DNA zaradi bakterijske 
adaptacije na pogoje pomanjkanja hranil. Učinek pomanjkanja hranil je najbolj raziskan na 
področju podvojevanja plazmidov ob pomanjkanju aminokislin, kjer je opazno povišanje 
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plazmidne DNA zaradi vezave nenabite tRNA na molekulo RNA I, ki deluje kot protismerna 
molekula RNA II, ta pa je deluje kot transkript začetnega oligonukleotida, ki je vključen v 
iniciacijo podvojevanja plazmidne DNA. Različne tRNA imajo različno afiniteto vezave na 
RNA I, kar pojasni, zakaj pomanjkanje različnih aminokislin v gojišču vodi do različnih 
vplivov na podvojevanje plazmidne DNA. Prav tako je sinteza zaviralcev, kot so Rom/Rop, 
zmanjšana ob pomankanju aminokislin. Na splošno pa velja, da je občutljivost na 
pomankanje aminokislin odvisna od gostiteljskega seva (Wegrzyn, 1999). Kot navajajo 
O’Mahony in sod. (2007) je povišano pridobivanje plazmidne DNA opazno tudi pri 
pomankanju virov ogljika, vendar je točen mehanizem neznan.  
2.3.3 Vpliv temperature 
Temperatura je pomemben dejavnik, ki se ga lahko uporabi pri kontroliranju celičnega 
metabolizma med gojenjem. Z zmanjšanjem temperature z optimalne 37 °C na 26−30 °C 
lahko zmanjšamo prevzem hranil v celico in na ta način znižamo hitrost rasti ter posledično 
zmanjšamo tvorbo toksičnih metabolitov. Znižanje temperature gojenja prav tako zmanjša 
potrebo po kisiku, kar omogoča doseganje višjih celičnih gostot brez uporabe čistega kisika 
(Lee, 1996). 
Nedwell (1999) navaja, da je vpliv temperature na pridobivanje plazmidne DNA 
najverjetneje posledica bakterijske sposobnosti absorpcije hranil. V območju pod optimalno 
temperaturo rasti (pod 37 °C pri večini sevov E. coli) ima celična membrana manjšo 
sposobnost aktivnega prevzema hranil v celice, ki se kaže kot učinek pomanjkanja hranil, 
kar vodi v nižjo hitrost rasti organizma. 
Učinek temperature na pridobivanje plazmidne DNA je odvisen od nukleotidnega zaporedja 
mesta pričetka replikacije (mesta ori) plazmidnega vektorja. Pogosto se z dvigom 
temperature gojenja iz nižje na višjo temperaturo poveča izkoristek pridobivanja plazmidne 
DNA plazmidnih vektorjev pUC, hkrati pa se pri tem zmanjša podvojevanje kromosomske 
DNA (O’Mahony in sod., 2007). Miki in sod. (1987) so dokazali, da se število kopij vektorja 
pUC poveča in lahko doseže med 400 in 500 kopij na celico pri temperaturi 42 °C. Razlog 
za povečanje števila kopij plazmida je točkovna mutacija v nukleotidnem zaporedju  (G → 
A), ki vpliva na zvitje molekule RNA II, kar onemogoča normalno povezovanje dupleksa z 
RNA I. Fenotipski učinek mutacije se lahko zavre z delovanjem proteina Rop/Rom ali z 
znižanjem temperature gojenja na 30 °C, poviša pa z gojenjem pri 42 °C (Lin-Chao in sod., 
1992). 
2.3.4 Vpliv kisika 
Pri gojenju do visokih celičnih gostot je eden izmed pomembnih dejavnikov kisik, saj je 
slabo topen v vodnih raztopinah. Koncentracija raztopljenega kisika v vodi pri 25 °C znaša 
7 mg/L. Za povišanje koncentracije raztopljenega kisika se pri gojenju v bioreaktorju 
uporablja prepihovanje zraka ter mešanje gojišča. Ob višjih potrebah po kisiku tekom 
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gojenja se v bioreaktor prepihuje mešanico zraka ter čistega kisika, vendar uporaba kisika v 
večjih količinah bistveno podraži bioproces. Poraba kisika se tekom gojenja povečuje zaradi 
rasti bakterij, zato lahko z zmanjšanjem specifične hitrosti rasti zmanjšamo njihovo porabo 
kisika. Za povišanje saturacije kisika v gojišču se lahko uporabi tudi povečanje tlaka v 
posodi, kar omogoči povišan prenos kisika v gojišče, vendar se ob tem poviša tudi saturacija 
prisotnega ogljikovega dioksida, ki negativno vpliva na rast, saj vpliva na tvorbo acetata 
(Lee, 1996). 
2.3.5 Vpliv specifične hitrosti rasti bakterij 
Rast bakterijske kulture se deli na lag, eksponentno in stacionarno fazo ter fazo propada. 
Med eksponentno fazo rasti je specifična hitrost rasti bakterijske kulture (µ) definirana kot 
število celičnih delitev na časovno enoto in je izražena z mersko enoto h-1 (Baranyi in Pin, 
1999). 
Lenski in Bouma (1987) sta opazila, da se število plazmidov na celico viša, ko se specifična 
hitrost rasti niža. Ko je hitrost podvojevanja plazmidov manjša od hitrosti podvojevanja 
kromosomske DNA, se plazmidi porazdelijo med hčerinske celice neenakomerno, kar vodi 
v segregante brez plazmida. Pojav neenakomerne segregacije plazmidov med celicami 
imenujemo segregacijska nestabilnost. Zaradi tega pojava je zaželena nižja hitrost rasti, saj 
se s tem poviša možnost enakomerne porazdelitve plazmida. Pri nižji specifični hitrosti rasti 
je celična metabolna aktivnost manjša, kar omogoča višjo porabo energije in hranil za 
podvojevanje plazmidov (Zabriskie in Arcuri, 1986). 
Specifična hitrost rasti vpliva na tvorbo acetata, ki se običajno tvori pri anaerobnih pogojih, 
vendar ga bakterije proizvedejo tudi v aerobnih pogojih v primeru previsoke koncentracije 
glukoze v gojišču. Tvorba acetata se zgodi, ko dotok ogljika v centralno metabolno pot 
presega potrebe in kapaciteto proizvodnje energije v celici. Koncentracija acetata, ki presega 
5 g/L pri pH 7, zmanjša specifično hitrost rasti ter preprečuje doseg višjih gostot bakterijskih 
kultur (Luli in Strohl, 1990). Na splošno velja, da na tvorbo acetata poleg specifične hitrosti 
rasti vpliva tudi sestava uporabljenega gojišča. Acetat se tvori v kompleksnih in definiranih 
gojiščih, kadar je specifična hitrost rasti višja od 0,14 h-1 ali 0,35 h-1, vendar je tvorba acetata 
pogojena z določenim bakterijskim sevom in sestavo gojišča (Lee, 1996). Chen in sod. 
(1997) so dosegli minimalno kopičenje acetata in visoko število plazmidnih kopij ob 
specifični hitrosti rasti 0,1 h-1. 
2.4 NAČINI GOJENJA BAKTERIJ 
2.4.1 Šaržno gojenje  
Šaržno gojenje je po definiciji zaprt bioproces, kjer so vsa potrebna hranila za bakterijsko 
rast prisotna v gojišču ob začetku gojenja. Tekom šaržnega gojenja se rastni dejavniki zaradi 
mikrobne aktivnosti konstantno spreminjajo. Koncentracija celic se tekom gojenja viša, 
koncentracije hranil pa se nižajo, saj jih celice porabljajo za rast. Koncentracijo 
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raztopljenega kisika, pH in temperature se med bioprocesom običajno drži konstantno. 
Optimizacijo bioprocesa lahko izvedemo samo v sklopu izboljšanja začetnega gojišča (Lim 
in Shin, 2013).  
Dogajanje v šaržnem bioprocesu lahko zapišemo z masnimi bilancami z enačbo (1), kjer je 
X koncentracija biomase [g/L], t je čas [h], µ specifična hitrost rasti [h-1]  
𝑑𝑋
𝑑𝑡
= 𝜇 ∙ 𝑋                ... (1) 
V fazi pospešene rasti µ postopoma narašča. Ko doseže maksimum (µmax), govorimo o 
eksponentni fazi rasti kulture. Specifično hitrost rasti prikažemo z izrisom grafa naravnega 
logaritma koncentracije biomase v odvisnosti od časa, kjer tangens naklonskega kota 
premice predstavlja specifično hitrost rasti (Baranyi in Pin, 1999). 
Bioprocesi z uporabo šaržnega gojenja so običajno preprosti in trajajo manj časa, vendar je 
produkcija plazmidne DNA omejena. Omejitev predstavljajo zaviralni učinek substrata (npr. 
visoke koncentracije glukoze) ter precipitacija soli v gojiščih z visoko koncentracijo začetnih 
hranil. Hitrost rasti bakterijske kulture ne moremo posredno kontrolirati in se tekom gojenja 
spreminja, dokler ne zmanjka enega ali več hranil ali ko produkti metabolizma zavirajo 
celično rast. Ko se hitrost rasti ustavi, bakterijska kultura doseže stacionarno fazo rasti 
(Carnes in Williams, 2006). 
2.4.2 Šaržno gojenje z dohranjevanjem 
Šaržno gojenje z dohranjevanjem je polzaprti bioproces, pri katerem se hranila, potrebna za 
rast in produkcijo, dovajajo v brozgo kontinuirano ali v časovnih presledkih. Koncentracijo 
omejujočih hranil v gojišču lahko kontroliramo s spreminjanjem pretoka dovajanja 
hranilnega gojišča. Zaradi dovajanja hranil v obliki raztopin se delovni volumen tekom 
gojenja povečuje. Žetev se tako kot pri šaržnem gojenju opravi ob koncu bioprocesa (Lim in 
Shin, 2013). Šaržno gojenje z dohranjevanjem se najpogosteje uporablja za doseganje 
visokih celičnih gostot. Bioproces se prične z vcepitvijo bakterijske kulture v bioreaktor. 
Sledi rast bakterij, vse dokler jim ne zmanjka hranil v gojišču – takrat se običajno začne z 
dovajanjem dohranjevalnega gojišča (Lee, 1996).  
Bioprocesi z uporabo šaržnega gojenja z dohranjevanjem običajno trajajo dlje časa kot 
bioprocesi s šaržnim gojenjem, saj se s konstantnim dovajanjem hranil v gojišču omogoča 
podaljšano eksponentno rast bakterijske kulture. Slabost šaržnega gojenja z dohranjevanjem 
je v tem, da lahko pride do zaviralnega učinka zaradi substrata, sinteze zaviralnih molekul 
tekom gojenja, slabšega prenosa kisika ob visokih celičnih masah ter slabšega uravnavanja 
temperature, ki se zaradi metabolizma in rasti bakterijske kulture viša (Lee, 1996). 
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2.4.3 Načini dohranjevanja 
Na količino produkta ter končno gostoto celic vpliva način dovajanja hranilnega gojišča. Po 
porabi omejitvenega hranila pri šaržnem gojenju se lahko bakterijski kulturi dovede 
dohranjevalno raztopino z uporabo različnih načinov dohranjevanja. Pri konstantnem 
dohranjevanju je definiran pretok raztopine konstanten, kar pomeni, da je ob nižjih celičnih 
masah ob začetku dohranjevanja več dostopnega hranila v gojišču kot pa proti koncu, saj se 
tekom gojenja število bakterij povečuje, skladno s tem pa se vedno bolj zmanjšujejo hranila 
v gojišču. Zaradi večanja volumna tekom gojenja in povečevanja števila celic se specifična 
hitrost konstantno manjša. Eksponentni način dohranjevanja omogoča rast ob konstantni, 
predhodno določeni hitrosti rasti, saj ta omogoča višanje dotoka hranilnega gojišča skladno 
z eksponentno rastjo bakterijske kulture.  
Določanje pretoka dohranjevalnega gojišča, ki naj bi omogočal doseganje želene hitrosti 
rasti, se preračuna z uporabo formule (2): 
𝐹 =
𝜇 ∙ 𝑉0∙ 𝑋0
𝑆𝑓∙ 𝑋𝑥/𝑠
∙ 𝑒(𝜇∙∆𝑡)                ... (2) 
kjer je F pretok [L/h], µ želena hitrost rasti [h-1], V0 volumen gojišča ob pričetku 
dohranjevanja, X0 koncentracija suhe biomase ob pričetku dohranjevanja [g/L], Sf  
koncentracija substrata v dohranjevalnem gojišču [g/L], Xx/s koeficient donosa biomase ter 
substrata in e eksponent dohranjevanja. 
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3 MATERIAL IN METODE 
3.1 MATERIAL 
Pri eksperimentalnem delu smo uporabili spodaj naštete in opisane materiale. 
3.1.1 Bakterijski sev in vektor  
Pri delu smo uporabljali bakterijski sev E. coli DH1 ORT s 6054 bp plazmidom p21-hIL-
12-ORT (pHIL-12) (Kamenšek in sod., 2018).  
Genotip bakterije DH1-ORT je: F− glnV44 recA1 endA1 gyr96A (Nalr) thi1 hsdR17 (rK− 
mK−) relA1 PdapD::(lacI PlacZ). 
 
Slika 2: Plazmid p21-hIL-12-ORT  (Kamenšek, 2018). 
3.1.2 Kemikalije 
V Preglednici 1 so zapisane vse kemikalije, ki smo jih uporabili pri delu. 
Preglednica 1: Uporabljene kemikalije. 
Kemikalija Proizvajalec 
Agar technical Biolife, Italija 
Barvilo za nalaganje, 6× TriTrack 
DNA loading dye 
Thermo scientific, ZDA 
CaCl2 Sigma Aldrich, Nemčija 
Citronska kislina Jungbunzlauer Austria AG, Avstrija 
CoCl2 × 6H2O Sigma Aldrich, Nemčija 
 Se nadaljuje 
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Nadaljevanje Preglednice 1: Uporabljene kemikalije. 
Kemikalija Proizvajalec 
CuCl2 × 2H2O Sigma Aldrich, Nemčija 
Glicerol Sigma Aldrich, Nemčija 
D-(+)-glukoza Sigma Aldrich, Nemčija 
EDTA Na2 × 2H2O Kemika, Hrvaška 
FeCl3 × 6H2O Sigma Aldrich, Nemčija 
H3BO3 Merck, Nemčija 
HCl 37 % Honeywell, ZDA 
IPTG Sigma Aldrich, Nemčija 
KH2PO4 Merck, Nemčija 
K2HPO4 Merck, Nemčija 
LB broth Sigma-Aldrich, Nemčija 
Lestvica GeneRuler 1kb DNA ladder Thermo scientific, 
L- prolin Merck, Nemčija 
MgSO4 Sigma-Aldrich, Nemčija 
MnCl2 × 4H2O Sigma-Aldrich, Nemčija 
NaCl Honeywell, ZDA 
Na2HPO4 × 2H2O Merck, Nemčija 
(NH4)2SO4 Merck, Nemčija 
Ocetna kislina 100-odstotna Merck, Nemčija 
Protipenilno sredstvo SE-15 Sigma Aldrich, Nemčija 
SeaKem® LE Agarose Lonza, Švica 
Supercoiled DNA Ladder New England BioLabs, 
SYBR™ Gold Nucleic Acid Gel Stain Invitrogen, ZDA 
Tiamin hidroklorid Sigma Aldrich, Nemčija 
Tris baza (hydroxymethyl) 
aminomethane 
Merck, Nemčija 
ZnSO4 × 7H2O Sigma Aldrich, Nemčija 
30-odstotni NH4OH Sigma-Aldrich, Nemčija 
96-odstotni denaturirani etanol Itrij, Slovenija 
3.1.3 Gojišča za bakterije vrste Escherichia coli  
3.1.3.1 Trdno gojišče Luria Bertani 
V 1 L deionizirane vode smo raztopili 20 g gojišča LB ter 12 g agarja (1,2 % w/v vsebnost 
agarja) . Gojišče smo avtoklavirali pri 121 °C, tlaku 1,1 bar, 15 minut. Po sterilizaciji smo 
prenesli gojišče v vodno kopel in počakali, da se je gojišče ohladilo na okoli 55 °C ter ga 
nato sterilno razlili v petrijevke. Gojišče smo do uporabe hranili pri temperaturi 4 °C. 
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3.1.3.2 Tekoče gojišče Luria Bertani  
V 1 L deionizirane vode smo raztopili 20 g gojišča LB. Gojišče smo sterilizirali pri 121 °C, 
tlaku 1,1 bar, 15 minut ter ga do uporabe hranili pri temperaturi 4 °C. 
3.1.3.3 Tekoče definirano gojišče A  
Raztopili smo 1 g (NH4)2SO4, 6 g Na2HPO4 × 2H2O, 3 g KH2PO4, 1,5 g citronske kisline, 
0,5 g NaCl v deionizirani vodi. pH smo umerili do 6,7 s 5 M HCl. Gojišče smo sterilizirali 
pri 121 °C, tlaku 1,1 bar, 15 minut. Po sterilizaciji smo v gojišče sterilno dodali sledeče 
količine raztopin: 44,4 mL 2,5 M glukoze, 3,18 mL 1600 mM MgSO4, 0,98 mL 30 mM 
tiamin hidroklorid ter 20 mL elementov v sledovih. Gojišče smo do uporabe hranili pri 4 °C. 
3.1.3.4 Tekoče definirano gojišče C  
V deionizirani vodi smo raztopili 4,1 g (NH4)2SO4, 13,23 K2HPO4, 2,65 g KH2PO4, 2,04 g 
NaCl ter 3,25 g L-prolin. Gojišče smo sterilizirali pri 121 °C, tlaku 1,1 bar, 15 minut. Po 
sterilizaciji smo v gojišče sterilno dodali sledeče količine sterilno filtriranih raztopin:        
44,4 mL 2,5 M glukoze, 1,25 mL 1,8 M MgSO4, 1,26 mL 30 mM tiamin hidroklorid, 2,67 
mL 60 mM FeCl3 × 6H2O ter 2,86 mL elementov v sledovih. Gojišče smo do uporabe hranili 
pri 4 °C. 
3.1.4 Založne raztopine sestavin in pufri 
Sestavine gojišč, ki so potrebne v majhnih koncentracijah ali pa se ne smejo avtoklavirati, 
smo pripravili v založnih raztopinah. 
3.1.4.1 Raztopina I elementov v sledovih  
V 100 mL deionizirane vode smo raztopili 0,811 FeCl3 × 6H2O, 0,222 g CaCl2, 0,198 g 
MnCl2 × 4H2O, 0,288 g ZnSO4 × 7H2O, 0,048 g CoCl2 × 6H2O, 0,289 g CuCl2 × 2H2O, 
0,034 g. Raztopino smo sterilno filtrirali skozi filter s porami 0,22 µm. Raztopino smo do 
uporabe hranili pri 4 °C. 
3.1.4.2 Raztopina II elementov v sledovih 
Raztopili smo 0,295 g CaCl2, 0,003 g MnCl2 × 4H2O, 0,218 g ZnSO4 × 7H2O, 0,040 g    
CoCl2 × 6H2O, 0,289 g CuCl2 × 2H2O, 0,003 g H3BO3 v 0,25 L deionizirane vode. Raztopino 
smo sterilno filtrirali skozi 0,22 µm filter. Raztopino smo do uporabe hranili pri 4 °C. 
3.1.4.3 Raztopina 30 mM tiamin hidroklorid 
Raztopili smo 1,012 g tiamin hidroklorida v 0,1 L deionizirane vode. Raztopino smo sterilno 
filtrirali skozi 0,22 µm filter. Raztopino smo do uporabe hranili pri 4 °C. 
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3.1.4.4 Raztopina 60 mM FeCl3 × 6H2O 
Raztopili smo 1,623 g FeCl3 × 6H2O v 0,1 L deionizirane vode. Raztopino smo sterilno 
filtrirali skozi 0,22 µm filter. Raztopino smo do uporabe hranili pri 4 °C. 
3.1.4.5 Raztopina 1,8 M MgSO4 
V 0,1 L deionizirane vode smo raztopili 21,67 g MgSO4. Raztopino smo sterilno filtrirali 
skozi 0,22 µm filter. Raztopino smo do uporabe hranili pri 4 °C. 
3.1.4.6 Raztopina 2,5 M glukoza 
V 1 L deionizirani vodi smo raztopili 450,41 g glukoze. Raztopino smo sterilno filtrirali 
skozi 0,22 µm filter. Raztopino smo do uporabe hranili pri 4 °C. 
3.1.4.7 Raztopina prolin-(NH4)2SO4 
V 0,1 L deionizirane vode smo raztopili 23,28 g L-prolina ter 21,4 g (NH4)2SO4. Raztopino 
smo sterilno filtrirali skozi 0,22 µm filter. Raztopino smo do uporabe hranili pri 4 °C. 
3.1.4.8 50-odstotna glicerolna raztopina 
V 50 mL vode smo dodali 50 mL 100-odstotnega glicerola. Raztopino smo skozi 0,22 µm 
filter sterilno filtrirali in raztopino do uporabe hranili pri 4 °C. 
3.1.4.9 Pufer TAE 
V 1 L deionizirane vode smo raztopili 48,5 g tris baze, 3,7 g EDTA × 2H2O ter dodali         
11,4 mL 100-odstotne ocetne kisline za pripravo 10 × TAE pufra 
Pripravili smo 1 × TAE pufra in sicer tako, da smo v  merilni valj odmerili 100 mL                   
10 × TAE pufra in dopolnili z deionizirano vodo do 1L.  
3.1.5 Sestava raztopin za dohranjevanje 
3.1.5.1 Dohranjevalna raztopina 1 (DM1) 
V 0,2 L deionizirane vode smo raztopili 116,4 g glukoze. Raztopino smo avtoklavirali pri 
121 °C 15 minut. Po avtoklaviranju smo v gojišče sterilno dodali sledeče raztopine: 5,88 mL 
1,8 M MgSO4, 12,32 mL 60 mM FeCl3 × 6H2O, 8,8 mL 30 mM tiamin hidroklorid,        
15,32 mL raztopine II elementov v sledovih ter 10 mL raztopine prolin-(NH4)2SO4. Do 
uporabe smo raztopino hranili pri 4 °C. 
3.1.5.2 Dohranjevalna raztopina 2 (DM2) 
V 0,2 L deionizirane vode smo raztopili 100 g K2HPO4 in 20 g KH2PO4. Raztopino smo 
avtoklavirali pri 121 °C 15 minut. Do uporabe smo raztopino hranili pri 4 °C. 
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3.1.6 Laboratorijska oprema in material 
Preglednici 2 in 3 prikazujeta uporabljeno laboratorijsko opremo in materiale, ki smo jih 
uporabljali za poskuse. 
Preglednica 2: Uporabljena laboratorijska oprema. 
Naziv opreme Proizvajalec 
Agarozna elektroforeza Mini 300 Major science, ZDA 
Aparat za deionizacijo vode TKA. Nemčija 
Avtoklav Sutjeska, Jugoslavija 
Avtoklav A-21 Kambič, Slovenija 
Bioreaktorski sistem Minifors 2 Infors HT, Švica 
Centrifuga 3-16PK Sigma, ZDA 
Čitalec mikrotitrskih plošč Synergy 
H1 Hybrid reader 
Bio Tek, ZDA 
Elektrode za merjenje pH, optične 
gostote ter pO2 
Hamilton, ZDA 
Inkubator Sanyo, Japonska 
Hladilnik Gorenje, Slovenija 
Inkubator stresalnik Kambič, Slovenija 
Elektroforezna banjica Cleaver scientific, Velika Britanija 
Komora za fotografiranje gelov 
EBOX VX2 
Vilber Lourmat, Francija 
Brezprašna komora B [MaxPro]2 Iskra PIO, Slovenija 
Magnetno mešalo IKA RCT standard IKA, ZDA 
Mikrovalovna pečica - 
Multikanalna pipeta Rainin, ZDA 
Namizna centrifuga Eppendorf, Nemčija 
pH meter HI 2221 Hannah instruments, ZDA 
Pipete 10, 20, 200 in 1000 µL Eppendorf, Nemčija 
Program za obdelavo slik VisionCapt - 
Program za kontrolo bioprocesa EVE© Infors HT, Švica 
Sušilnik - 
Tehtnica Kern ABJ KERN & Sohn GmbH, Nemčija 
Vodna kopel WNB14 Memmert, Nemčija 
Vrtinčnik Vibromix 10 Tehtnica, Slovenija 
Zamrzovalnik −20 °C Gorenje, Slovenija 
Zamrzovalnik −80 °C Innova U101 Eppendorf / New Brunswick Scientific, Nemčija 
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Preglednica 3: Laboratorijski material. 
Naziv materiala Proizvajalec 
Aluminijasta folija za živila - 
Centrifugirka 1,5 mL IsoLab, Nemčija 
Čolniček za multikanalno pipeto - 
Čolnički za tehtanje Labortehnika Golias, Slovenija 
Filtri za brizge velikost por 0,22 µm TTP, Švica 
Keto-Diastix® Bayer, Nemčija 
Komplet za izolacijo plazmidne DNA 
QIAprep® Miniprep 
Qiagen, Nemčija 
Laboratorijske steklenice 100 mL, 250 
mL, 500 mL in 1000 mL 
Duran, Nemčija 
Magnet za magnetno mešalo LLG-Labware, Nemčija 
Mikrotitrske plošče 96 Eppendorf, Nemčija 
Nastavki za multikanalno pipeto 20 
µL -300 µL 
Rainin, ZDA 
Nastavki za pipete 0,1 µL – 10 µL Corning, ZDA 
Nastavki za pipete 2 µL -200 µL, 50 
µL -1000 µL 
Brand, Nemčija 
Nastavki za serološke pipete 2,5 mL, 5 
mL, 10 mL in 25 mL 
Brand, Nemčija 
Pasteurjeve pipete Labortehnika Golias, Slovenija 
pH lističi  
Plastična sterilna cepilna zanka Labortehnika Golias, Slovenija 
Plini Messer, Nemčija 
Staničevina - 
Sanitetna vata Tosama, Slovenija 
Steklene čaše Duran, Nemčija 
Steklene erlenmajerice Duran, Nemčija 
Stekleni valji Brand, Nemčija 
Sterilne centrifugirke 15, 50 mL Labortehnika Golias, Slovenija 
Sterilni nastavki s filtri za pipete 20 
µL, 200 µL, 1000 µL Expell 
Capp-Denmark, Danska 
Sterilne plastične brizge Chirana, Slovaška 
Sterilne plastične petrijeve plošče fi90 Labortehnika Golias, Slovenija 
Sterilne plastične razmazovalne palčke Labortehnika Golias, Slovenija 
Sterilne viale Cryo Tube 2 mL TTP. Švica 
Tehtalni pribor - 
Trak za parno sterilizacijo Labortehnika Golias, Slovenija 
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3.2 METODE 
3.2.1 Priprava osnovne banke Escherichia coli DH1 ORT® s plazmidom                      
p21-hIL-12-ORT v tekočem gojišču LB 
Iz Onkološkega Inštituta (OI) s Katedre za ekperimentalno onkologijo smo na trdnem 
gojišču LB prejeli razmaz kolonij bakterije E. coli DH1 ORT s plazmidom p21-hIL-12 ORT. 
Izbrali smo eno kolonijo in jo precepili v tekoče gojišče LB. Kulturo smo gojili na stresalniku 
pri 37 °C in 200 rpm do OD600 = 1,3. Nato smo 600 µL bakterijske kulture dodali v označene 
viale in dodali 400 µL 50-odstotne sterilne glicerolne raztopine. Tako pripravljene alikvote 
smo do uporabe zamrznili pri - −80 °C. 
3.2.2 Priprava delovne banke Escherichia coli DH1 ORT® s plazmidom                            
p21-hIL-12-ORT 
Iz osnovne banke smo na trdnem gojišču LB s sterilno cepilno zanko naredili razmaz do 
posameznih kolonij. Plošče z bakterijami smo gojili 16 h pri 37 °C. Posamezno kolonijo smo 
prenesli v tekoče gojišče C. Bakterijsko kulturo smo gojili na stresalniku pri 37 °C in           
200 rpm do OD600 = 2,5 in jih shranili tako kot v poglavju 3.2.1. 
3.2.3 Namnožitev bakterij za vcepek 
Vcepek za gojenje bakterijskih kultur v bioreaktorju smo pripravili v 1-litrskih 
erlenmajericah s 100 mL ustreznega gojišča, v katerega smo vcepili 100 µL bakterijske 
kulture iz banke. Bakterijske kulture smo gojili 17 h pri 30 °C in 200 rpm.  
3.2.4 Gojenje bakterijske kulture v bioreaktorju 
Pripravili smo 1 L gojišča in ga prelili v bioreaktorsko posodo. Kalibrirali smo pH elektrodo, 
jo vstavili v gojišče ter izvedli sterilizacijo gojišča skupaj z elektrodo v avtoklavu (121 °C, 
30 minut). Naslednji dan je sledila predpriprava bioreaktorja in dokončna priprava gojišča. 
Preko odprtine za sterilno vcepitev smo z brizgo v gojišče sterilno dodali vse potrebne 
raztopine. Aseptične pogoje smo dosegli s pomočjo plinskega gorilnika. Sterilno smo 
priključili steklenice z bazo in protipenilnim sredstvom na črpalke. V primeru bioprocesa 
smo s procesom dohranjevanja priključili tudi steklenice z dohranjevalnim gojiščem. Izvedli 
smo kalibracijo elektrode za pO2 ter elektrode za merjenje optične gostote. V bioreaktor smo 
preko odprtine za sterilno vcepitev z brizgo sterilno vcepili 100 mL vcepka  in pričeli z 
gojenjem. Tekom gojenja smo prek nastavka za vzorčenje vzorčili 15 mL kulture za nadalnje 
analize (»off-line« meritve). Bioproces smo spremljali z elektrodami za merjenje pH, 
temperature, optične gostote ter parcialnega tlaka kisika (»on-line« meritve). 
Za vdrževanje parcialnega tlaka kisika pri izbrani vrednosti v gojišču smo uporabili kaskado, 
ki vključuje spreminjanje rpm mešala ter vpihovanje zraka po potrebi tekom gojenja. Za 
uravnavanje pH smo uporabili 15 % NH4OH.  
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Dejavniki gojenja pri bioprocesih z enkratnim polnjenjem so navedeni v Preglednici 4. 
Preglednica 4: Razmere gojenja pri bioprocesih z enkratnim polnjenjem. 
Razmere gojenja Določena vrednost 
Temperatura [°C] 30 
pH 7,0 ± 0,1 
pO2 [%] 20 
Kaskada pO2 
Hitrost mešanja 300-1000 rpm → prepihovanje zraka 0,1–4 
L/min  
Dejavniki gojenja za bioprocese z dohranjevanjem so navedeni v Preglednici 5, 6 in 7. Pri 
načrtovanju bioprocesa z dohranjevanjem smo uporabili eksponentni način dohranjevanja in 
uporabili eksperimentalne podatke iz bioprocesa z enkratnim polnjenjem. Z merjenjem 
koncentracije glukoze ob koncu eksponentne faze rasti smo določili čas pričetka 
dohranjevanja t0 – to je čas, ko bakterijska kultura porabi razpoložljive vire ogljika. Na 
podlagi poznavanja suhe biomase ob času t0, koncentracije glukoze v dohranjevalnem 
gojišču, Xx/s, začetnega volumna V0 ter želene specifične hitrost rasti (0,1 h
-1), smo na 
podlagi enačbe (2) izračunali potreben pretok dohranjevalnega gojišča v bioreaktor za 
nadaljevanje eksponentne faze rasti bakterijskih celic.  
Preglednica 5: Razmere gojenja pri bioprocesih z dohranjevanjem. 
Razmere gojenja Določena vrednost 
Temperatura [°C] 30 
pH 7,0 ± 0,1 
pO2 [%] 20 
Kaskada uravnavanja pO2 
Hitrost mešanja 300-1000 rpm → prepihovanje zraka 0,1–4 
L/min → Mešanica zraka in kisika 20-80 % 
Pretok dohranjevalnega gojišča 1 in 2 
(DM1 in DM2) [mL/min] 
0,038 
Pričetek dohranjevanja [h] 11 
 
Preglednica 6: Razmere gojenja pri eksperimentu vpliva parcialnega tlaka kisika na koncentracijo plazmidne 
DNA. 
Razmere gojenja Določena vrednost 
Temperatura [°C] 30 
pH 7,0 ± 0,1 
pO2 [%] 40 
Kaskada uravnavanja pO2 
Hitrost mešanja 300-1000 rpm → prepihovanje zraka 0,1–4 
L/min → Mešanica zraka in kisika 20-80 % 
Pretok dohranjevalnega gojišča 1 in 2 
(DM1 in DM2) [mL/min] 
0,038 
Pričetek dohranjevanja [h] 11 
 
19 
Volk M. Optimizacija produkcije in izolacije plazmidne DNA za gensko terapijo. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2020  
 
Preglednica 7: Razmere gojenja pri eksperimentu z dvigom temperature iz 30 °C na 42 °C. 
Razmere gojenja Določena vrednost 
Temperatura [°C] 30 → 42 
Dvig temperature [h] 20 
pH 7,0 ± 0,1 
pO2 [%] 20 
Kaskada uravnavanja pO2 
Hitrost mešanja 300-1000 rpm → prepihovanje zraka 0,1–4 
L/min → Mešanica zraka in kisika 20-80 % 
Pretok dohranjevalnega gojišča 1 in 2 
(DM1 in DM2) [mL/min] 
0,038 
Pričetek dohranjevanja [h] 11 
Vsa gojenja smo zaključili, ko je bakterijska kultura prešla v stacionazno fazo rasti. 
3.2.5 Spremljanje koncentracije glukoze v gojišču 
Za ocenjevanje porabe glukoze v gojišču smo uporabili testne trakove Keto-Diastix® in sicer 
tako, da smo v supernatant pomočili listek ter počakali 15 sekund na spremembo barve. S 
pomočjo priložene barvane lestvice smo določili koncentracijo glukoze v mM.  
3.2.6 Merjenje optične gostote bakterijske kulture 
Optično gostoto OD600 smo merili pri valovni dolžini 600 nm v mikrotitrskih ploščah. 
Meritve smo izvedli v triplikatih (3 × po 200 µL) in od pridobljenih meritev odšteli meritev 
čistega gojišča. V primeru, da je zaradi prevelike gostote celic meritev padla izven območja 
linearnosti (> 0,2), smo vzorec skladno redčili in k rezultatom meritev pomnožili faktor 
redčitve.  
3.2.7 Določanje mokre in suhe mase celic na liter gojišča 
V predhodno zatehtano in označeno 15-mililitrsko centrifugirko smo odpipetirali 10 mL 
bakterijske kulture in jo centrifugirali 10 minut pri 4 °C in 12000 rpm. Supernatant smo 
odstranili in biomaso sprali z deionizirano vodo ter na ta način odstranili preostanke gojišča. 
Centrifugirko smo ponovno centrifugirali in odstranili supernatant. Centrifugirko smo nato 
stehtali in od dobljene mase odšteli maso prazne centrifugirke ter rezultat pomnožili s 100. 
Rezultat predstavlja gram mokre biomase celic na L gojišča [g/L].  
Za določitev suhe mase celic smo centrifugirko z biomaso sušili v sušilniku do konstantne 
mase. Ko je bila konstantna masa dosežena, smo zaprto centrifugirko stehtali in od dobljene 
mase odšteli maso prazne centrifugirke. Rezultat smo pomnožili s 100 in tako določili gram 
suhe mase na L gojišča [g/L]. 
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3.2.8 Centrifugiranje celic za izolacijo plazmidne DNA 
Bakterijsko kulturo smo odpipetirali v mikrocentrifugirke in centrifugirali na namizni 
centrifugi 3 minute pri 13.000 rpm (po protokolu za izolacijo pDNA s kompletom QIAprep® 
MiniPrep). V primeru višjih biomas smo na podlagi izmerjenih mokrih biomas sorazmerno 
zmanjšali volumen kulture (skladno z navodili proizvajalca Qiagen). Po centrifugiranju smo 
supernatant zavrgli in celice zmrznili pri −20 °C do nadaljnje uporabe. 
3.2.9 Izolacija plazmidne DNA s komercialnim kompletom QiaPrep® MiniPrep 
Zamrznjene celice smo prenesli iz zamrzovalnika in iz njih izolirali pDNA skladno z 
navodili proizvajalca. 
Ob prekoračenju priporočene koncentracije mokre biomase za izvedbo izolacije (3 g/L) smo 
skladno z vrednostjo dejanske mokre biomase sorazmerno tolikokrat zmanjšali volumen 
bakterijske brozge po izpeljanki formule (3), kjer je želen volumen V2 1 mL, želena 
koncentracija c2 celic 3 g/L, c1 eksperimentalna vrednost mokre biomase g/L. V1 je iskan 
volumen bakterijske brozge. 
 𝑉1 =
𝑐2∗𝑉2
𝑐1
                ... (3) 
3.2.10 Agarozna gelska elektroforeza 
Uporabili smo 1-odstotni agarozni gel. Pripravili smo ga tako, da smo zatehtali 0,8 g agaroze 
in jo prenesli v stekleno erlenmajerico, v katero smo dodali 80 mL 1 × TAE pufra. Raztopino 
smo premešali in erlenmajerico postavili v mikrovalovno pečico. Raztopino smo z občasnim 
vmesnim mešanjem segrevali toliko časa, da so se pojavili mehurčki, ki so nakazovali vrenje. 
Erlenmajerico smo nato prenesli na pult, kjer smo počakali, da se je raztopina nekoliko 
ohladila. Med ohlajanjem smo v elektroforezno banjico do oznake dotočili 1 × TAE pufer. 
Ko se je raztopina ohladila, smo jo prelili v nosilec za gel in počakali 30 minut, da se je gel 
strdil. Nosilec z gelom smo prenesli v banjico in pričeli z nanašanjem vzorcev. V jamice 
smo odpipetiriali 5 µL vzorca, pomešanega z 1 µL nanašalnega barvila. Elektroforeza je 
potekala 120 minut pri električni napetosti 80 V. Po končani elektroforezi smo gel prenesli 
v kadičko, v katero smo dodali 8 µL barvila SYBR GOLD. Gel smo barvali 15 minut. 
3.2.11 Določanje koncentracije plazmidne DNA 
Koncentracija plazmidne DNA je bila določena s tekočinsko kromatografijo visoke 
ločljivosti. Metodo tekočinske kromatografije visoke ločljivosti in določanje koncentracije 
plazmidne DNA je izvedla Kristina Nemec (COBIK). 
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4 REZULTATI 
Poglavje zajema rezultate eksperimentalnega dela, ki so podani v obliki preglednic in grafov. 
Predstavljeni so rezultati gojenja bakterijskega seva E. coli DH1 ORT v bioreaktorju. 
Poskuse bioprocesnih parametrov (4.1 ter 4.2) smo naredili enkrat, pri preverjanju 
ponovljivosti bioprocesa in produkcije DNA (4.3) pa smo poskuse izvedli v triplikatih. 
Optimizacijo produkcije plazmidne DNA smo izvedli v bioreaktorskem sistemu, kjer smo 
lahko kontrolirali pomembne rastne dejavnike, kot so parcialni tlak kisika, temperatura in 
pH. Uporabili smo sistem z enkratnim polnjenjem in sistem z dohranjevanjem. 
4.1 BIOPROCES Z ENKRATNIM POLNJENJEM (ŠARŽNO GOJENJE) 
Preizkuse smo izvajali v 3-litrskem bioreaktorju Minifors 2 z 2-litrskim delovnim 
volumnom. Tekom bakterijske rasti smo spremljali bioprocese z »on-line« meritvami 
optične gostote (890 nm), pH gojišča in parcialnim tlakom kisika v gojišču (pO2) ter »off-
line« meritvami optične gostote (600 nm) mokre in suhe biomase.  
4.1.1 Izbira gojišča 
Gojenje smo izvedli v tekočem definiranem gojišču A ter tekočem definiranem gojišču C.  
 
Slika 3: Rastni krivulji bakterijskih kultur v tekočih definiranih gojiščih A in C. 
Slika 3 prikazuje rastni krivulji bakterijske kulture v tekočih definiranih gojiščih A in C. 
Dolžina lag faze je pri tekočem definiranem gojišču A trajala 3 ure, medtem ko je lag faza 
pri gojišču A trajala dlje časa (in sicer 9 ur). Stacionarno fazo je kultura v tekočem 
definiranem gojišču C dosegla po 15 urah, medtem ko jo je v tekočem definiranem gojišču 
A dosegla po 19 urah. Ob koncu gojenja smo izmerili koncentracijo glukoze v tekočih 
definiranih gojiščih, ki je v obeh primerih znašala več kot 10 g/L. Bakterijski kulturi sta 
dosegli stacionarno fazo preden sta porabili vso glukozo. Bakterijska kultura v gojišču C je 
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dosegla optično gostoto (600 nm) 8 in koncentracijo suhe biomase 3,10 g/L, medtem ko je 
v tekočem definiranem gojišču A kultura dosegla optično gostoto (600 nm) 7 ter 
koncentracijo suhe biomase 2,86 g/L. 
 
Slika 4: Koncentracija plazmidne DNA in maksimalne specifične hitrosti rasti bakterijskih kultur v tekočih 
definiranih gojiščih A in C. 
S stolpičnim diagramom je prikazana koncentracija plazmidne DNA, s točkovnim (♦) maksimalna specifična 
hitrost rasti. 
Na sliki 4 je prikazana primerjava med koncentracijo plazmidne DNA in maksimalno 
specifično hitrostjo rasti v tekočih definiranih gojiščih A in C. V tekočem definiranem 
gojišču C smo pridobili plazmidno DNA s koncentracijo 2,0 mg/L ob maksimalni specifični 
hitrosti rasti 0,3 h-1, medtem ko smo v tekočem definiranem gojišču A pridobili plazmidno 
DNA s koncentracijo 1,8 mg/L ob maksimalni specifični hitrosti rasti 0,22 h-1.  
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4.1.2 Preverjanje vpliva L-prolina  
V osnovnem receptu tekočega definiranega gojišča C (poglavje 3.1.3.4) je uporabljen L-
prolin. Ker sev DH1 ORT ni avksotrofen za prolin, smo želeli preveriti, ali bi bakterije dobro 
rastle tudi v gojišču brez L-prolina, takšno gojišče bi namreč bilo cenejše.  
 
Slika 5: Primerjava rasti bakterijskih kultur v dveh ločenih bioprocesih z enkratnim polnjenjem z dodatkom 
prolina in brez. 
Kot je razvidno iz Slike 5, sta dinamiki rasti obeh kultur različni. V gojišču brez L-prolina 
je bakterijska kultura dosegla stacionarno fazo po 11 urah, hitrost rasti bakterij je bila višja, 
medtem ko je v gojišču z L-prolinom stacionarna faza nastopila pozneje – po 19 urah, hitrost 
rasti pa je bila nižja. Pri grafikonu A je razvidno, da se je po 11 urah rast kulture upočasnila 
in ostala nespremenjena do nastopa stacionarne faze po 19 urah. Po 11 urah rasti je bila pri 
obeh primerih porabljena že vsa glukoza.  
Preglednica 8: Primerjava maksimalne specifične hitrosti rasti koncentracije suhe biomase ter koncentracije 
plazmidne DNA med gojiščema z in brez L-prolina. 
Gojišče µmax[h-1] 
Optična gostota 
(600 nm) 
Suha biomasa [g/L] 
Koncentracija 
plazmidne DNA 
[mg/L] 
Z 
dodatkom 
L-prolina 
0,22 6,75 4,7 2,68 
Brez 
dodatka L-
prolina 
0,26 7,8 4,3 4,54 
Iz preglednice 8 je razvidno, da je glede na koncentracijo suhe biomase bila bolj produktivna 
kultura v gojišču brez dodanega L-prolina. Kultura v gojišču z L-prolinom je dosegla optično 
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gostoto (600 nm) 6,75, medtem ko je kultura brez L-prolina dosegla 7,80. V gojišču brez L-
prolina je bila maksimalna specifična hitrost rasti 0,26 h-1, pri gojišču z L-prolinom pa 0,22 
h-1. Koncentracija plazmidne DNA je bila v gojišču brez dodatka L-prolina za 40,4 % višja 
kot v gojišču z L-prolinom.  
4.2 BIOPROCES Z DOHRANJEVANJEM 
Za povišanje produkcije plazmidne DNA v posameznem bioprocesu se uporablja šaržni 
bioproces z dohranjevanjem, s katerim podaljšamo eksponentno fazo rasti bakterijske 
kulture. S šaržnim gojenjem z dohranjevanjem se lahko znotraj enega bioprocesa doseže 
večjo količino producirane biomase (celic) in posledično več plazmidne DNA ob koncu 
bioprocesa. 
 
Slika 6: Rast bakterijske kulture v bioprocesu z dohranjevanjem. 
Slika 6 prikazuje dinamiko rasti bakterijske kulture v bioprocesu z dohranjevanjem. Hitrost 
rasti bakterijske kulture je bila v šaržnem delu bioprocesa hitrejša kot v dohranjevalnem 
delu, kjer se je upočasnila. 
Ob koncu bioprocesa smo dosegli optično gostoto 52,9 ter 30,7 g/L suhe biomase, kar je 
skoraj 7-krat več kot pri šaržnem gojenju pri enakih pogojih (Preglednica 8). Končna 
koncentracija plazmidne DNA je bila 20,7 mg/L. Rezultati eksperimenta so povzeti v 
Preglednici 9. 
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4.2.1 Vpliv parcialnega tlaka kisika na koncentracijo plazmidne DNA 
Želeli smo preveriti, ali višji parcialni tlak kisika v gojišču pripomore k višjemu izkoristku 
bioprocesa.  
V bioprocesu z višjim pO2 smo dosegli višjo optično gostoto in več suhe biomase, prav tako 
smo dosegli višjo koncentracijo plazmidne DNA. Na podlagi specifičnega donosa plazmidne 
DNA na g suhe biomase [µg/g] se ugotavlja donosnost bioprocesa. Donos pri 20 % pO2 je 
1,24-krat (za 19,08 %) višji kot pri donosu pri poskusu s 40% pO2. Delež DNA v obliki SC 
je bil v bioprocesu z 20 % pO2 90,74 %, medtem ko je bil pri 40 % pO2 67,8 %, kar je 
bistveno manj. Rezultati eksperimenta so povzeti v Preglednici 9. 
4.2.2 Vpliv dviga temperature 
Pri eksperimentu smo želeli z gojenjem z dvigom temperature iz 30 °C na 42 °C preveriti, 
ali lahko na takšen način povišamo končno koncentracijo plazmidne DNA.  
 
Slika 7: Rast bakterijske kulture pri gojenju z dvigom temperature. 
Slika 7 prikazuje dinamiko rasti bakterijske kulture v bioprocesu z dvigom temperature. Po 
pričetku dohranjevanja se je hitrost rasti zmanjšala.  
Z bioprocesom z dvigom temperature smo dosegli optično gostoto 47,6, ki je bila merjena 
pri 600 nm. Suha biomasa je bila ob koncu bioprocesa 30,4 g/L, kar je primerljivo z 
bioprocesom gojenja bakterijske kulture pri 30 °C. Koncentracija plazmidne DNA je bila za 
1,4 mg/L višja kot v bioprocesu pri 30 °C, vendar je specifični donos plazmidne DNA glede 
na suho biomaso za 1,06 % manjši. Rezultati eksperimenta so povzeti v Preglednici 9. 
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4.3 IZBIRA OPTIMALNEGA POSTOPKA GOJENJA BAKTERIJSKE KULTURE 
Da bi lahko izbrali optimalen postopek, smo vse pridobljene rezultate bioprocesov z 
dohranjevanjem zbrali v preglednici (Preglednica 9). 
Preglednica 9: Rezultati eksperimentov pri bioprocesih z dohranjevanjem. 
Eksperiment 
Optična 
gostota 
(600 nm) 
Suha 
biomasa 
[g/L] 
Koncentracija 
plazmidne 
DNA [mg/L] 
Delež 
DNA v 
obliki SC 
[%] 
Specifični donos 
plazmidne DNA 
glede na suho 
biomaso [µg/g] 
Bioproces z dohranjevanjem 
(20 % pO2, 30 °C) 
53 30,7 20,7 90,74 674,3 
Bioproces z dohranjevanjem 
(40 % pO2, 30 °C) 
63,8 38,71 21,02 81,69 543,0 
Bioproces z dohranjevanjem 
(20 % pO2, 30 °C →          
42 °C) 
47,6 30,4 19,3 90,74 634,0 
Iz Preglednice 9 je razvidno, da je optimalni postopek gojenja bioproces z uporabo                  
20 % pO2 in s temperaturo gojenja 30 °C, saj je ta doprinesel k najvišjemu donosu plazmidne 
DNA glede na suho biomaso.  
 
 
Slika 8: Koncentracija plazmidne DNA pri šaržnem gojenju in šaržnem gojenju z dohranjevanjem. 
Grafikon na sliki 8 prikazuje koncentracijo plazmidne DNA ob žetvi pri šaržnem gojenju ter 
šaržnem gojenju z dohranjevanjem. Pri eksperimentu s šaržnim gojenjem smo po končanem 
bioprocesu dosegli koncentracijo 5,4 mg/L, pri šaržnem gojenju z dohranjevanjem pa 
koncentracijo 22,2 mg/L plazmidne DNA. Z uporabo šaržnega gojenja z dohranjevanjem 
smo koncentracijo plazmidne DNA povišali za 79,5 %.   
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Pri izbranem postopku gojenja, gojenje v bioprocesu z uporabo  20 % pO2 in s temperaturo 
gojenja 30 °C, smo izolirali plazmidno DNA in s tem preverili, ali je pridobljena DNA 
ustrezne kvalitete.  
 
Slika 9: Izolirana plazmidna DNA na 1-odstotnem agaroznem gelu 
L- standard velikosti (1 kb); 1- izolat plazmidne DNA; SC- standard velikosti kovalentno zaprtega kroga  
(1 kb). 
Slika 9 prikazuje velikost in oblike izolirane plazmidne DNA. Spodnji dve lisi predstavljata 
dve obliki plazmidne DNA, in sicer DNA v obliki SC, ki je prepotovala najdlje ter linearno 
obliko, ki je nastala zaradi postopka izolacije (kolona Qiagen) in se je nahajala tik nad SC 
obliko. Vzporedno je potekala analiza konformacij plazmidne DNA na kapilarni 
elektroforezi, na podlagi katere smo ugotovili, da dodatne lise na gelu predstavljajo 
multimerne oblike plazmidne DNA. 
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4.4 PREVERJANJE PONOVLJIVOSTI BIOPROCESA IN PRODUKCIJE DNA 
S ponovnim izvajanjem gojenja z eksperimentalno določenimi optimalnimi pogoji smo 
želeli preveriti ponovljivost in robustnost končnega bioprocesa. Gojenje smo izvedli v 
dodatnih dveh ločenih poskusih.  
 
Slika 8: Povprečna optična gostota, suha biomasa in koncentracija plazmidne DNA iz treh poskusov pri 
šaržnem gojenju z dohranjevanjem. 
Stolpci prikazujejo povprečje treh eksperimentov z dodanim standarnim odklonom. 
Na sliki 9 je v grafikonu prikazano povprečje in standarni odklon meritev optične gostote 
celic, koncentracije suhe biomase ter koncentracije plazmidne DNA, izvedenih v treh 
ločenih eksperimentih. Povprečna vrednost in standardni odklon meritev optične gostote sta 
bila 55,47 ± 3,77, vrednost koncentracije suhe biomase pa  35,42 ± 3,42 g/L. Povprečna 
koncentracija plazmidne DNA ob žetvi je bila 22,17 ± 1,09 mg/L. Med eskperimenti ni bilo 
statistično značilnih razlik. 
  
0
10
20
30
40
50
60
70
Optična gostota (600 nm) Suha biomasa [g/L] Koncentracija plazmidne DNA
[mg/L]
29 
Volk M. Optimizacija produkcije in izolacije plazmidne DNA za gensko terapijo. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2020  
 
5 RAZPRAVA  
5.1 VPLIV IZBIRE GOJIŠČA NA KOLIČINO PLAZMIDNE DNA 
Zavrgli smo hipotezo, da bodo dejavniki, ki bodo zmanjšali maksimalno specifično rast, 
povečali količino plazmidne DNA. 
Williams in sod. (2009) so ugotovili, da je napoved produktivnosti bakterijske kulture na 
podlagi eksperimentov na stresalniku slaba ob prenosu na bioreaktorski sistem. Podobno so 
ugotovili tudi Gonçalves in sod. (2014), ki so opazili, da sta bila dva preiskovana seva slaba 
proizvajalca plazmidne DNA ob gojenju na stresalniku, medtem ko sta bila ob prenosu v 
bioreaktor dobra proizvajalca plazmidne DNA. Zaradi slabe napovedi o produktivnosti 
bakterijske kulture na stresalniku smo pričeli z gojenjem v bioreaktorju, kjer lahko 
kontroliramo pogoje, kot so parcialni tlak kisika ter pH.  
Na rast bakterij in produkcijo vpliva izbor gojišča. Gojišče za gojenje bakterij mora 
zagotoviti vse osnovne sestavine, ki morajo biti prisotne v zadostnih količinah in v dostopni 
obliki za normalno rast bakterij (Egli, 2009). Previsoke koncentracije nekaterih hranil, kot 
so glukoza ali amonijeve spojine, lahko delujejo zaviralno na bakterijske celice, kar je 
potrebno pri sestavi gojišča upoštevati (Riesenberg, 1991). Odločili smo se za izvedbo 
gojenja v definiranih gojiščih brez uporabe sestavin živalskega izvora, kar je v skladu z 
dobro proizvodno prakso (ang. Good Manufacturing Practice – GMP). Gojenje smo izvedli 
v tekočem definiranem gojišču A ter tekočem definiranem gojišču C ter na ta način želeli 
ugotoviti, v katerem gojišču je bakterijska kultura najbolj produktivna. Kot vir ogljika smo 
se odločili za glukozo zaradi vzpostavljene metode merjenja koncentracije glukoze v 
gojišču, ki je pomemben dejavnik pri načrtovanju bioprocesa v šaržu z dohranjevanjem. Pri 
gojenju v bioreaktorskem sistemu je višjo koncentracijo plazmidne DNA doseglo tekoče 
definirano gojišče C. Prav tako je bila maksimalna specifična hitrost rasti bakterijske kulture 
v tekočem definiranem gojišču C višja kot v tekočem definiranem gojišču A, kar ovrže 
zastavljeno hipotezo, da se z zmanjšanjem specifične hitrosti rasti poviša koncentracija 
plazmidne DNA. Yau in sod. (2008) so na podlagi pregleda literature ugotovili, da je 
korelacija med številom plazmidov in hitrostjo rasti odvisna od kombinacije med gostiteljsko 
celico in plazmidom, saj so v literaturi primeri tako pozitivne kot negativne korelacije. Ob 
koncu gojenja smo izmerili koncentracijo glukoze v gojiščih, v obeh primerih je znašala več 
kot 10 g/L. Bakterijske celice so dosegle stacionarno fazo, kljub temu, da je bila 
koncentracija glukoze v gojišču še zadostna za nadaljnjo rast. Zaradi suma na prisotnost 
večjih količin zaviralnih molekul, ki se sproščajo ob gojenju v gojišče (acetat, laktat,...) pri 
višjih koncentracijah glukoze (Crabbov učinek), smo se odločili, da za nadalnjo optimizacijo 
in gojenje izvedemo v tekočem definiranem gojišču C z zmanjšano začetno koncentracijo 
glukoze v gojišču (10 g/L). 
Želeli smo preveriti, ali prisotnost L-prolina v gojišču prispeva k višjemu donosu plazmidne 
DNA. Koncentracija plazmidne DNA je bila ob koncu bioprocesa v gojišču brez L-prolina 
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za 40 % višja kot v gojišču brez L-prolina, količina suhe biomase pa primerljiva. Gojišče 
brez L-prolina je doseglo višjo specifično hitrost rasti kot gojišče z L-prolinom. Ponovno 
smo opazili, da nižja specifična hitrost rasti ne poviša koncentracije plazmidne DNA. Zaradi 
višjega donosa plazmidne DNA smo se odločili, da za šaržno gojenje z dohranjevanjem 
izberemo gojišče brez dodatka L-prolina.  
5.2 VPLIV DOHRANJEVANJA SUBSTRATA NA KOLIČINO PLAZMIDNE DNA 
Potrdili smo hipotezo, da bomo pri bioprocesu z dohranjevanjem substrata dosegli višjo 
koncentracijo plazmida kot pri bioprocesu enkratnega polnjenja.  
Bioproces z dohranjevanjem smo izvedli na podlagi podatkov iz bioprocesa s šaržnim 
gojenjem. Uporabili smo eksponentni način dohranjevanja, saj omogoča konstantno 
specifično hitrost rasti bakterijske kulture (Yee in Blanch, 1993). Dohranjevalno raztopino  
1 (DM1) je bilo potrebno avtoklavirati zaradi velike količine glukoze, ki se ob segrevanju in 
stalnem mešanju ni raztopila. Raztopina je kljub avtoklaviranju ostala prozorna, kar pomeni, 
da najverjetneje ni prišlo do razgradnje glukoze v raztopini. Po pričetku dohranjevanja se je 
specifična hitrost rasti zmanjšala na 0,03 h-1, kar je 3-krat manj od želene vrednosti. Pojav 
je običajen, saj model v enačbi ne more napovedati možne spremembe v specifični hitrosti 
rasti kulture tekom gojenja (Yee in Blanch, 1993), ki bi bile lahko posledica prenosa 
dostopnega ogljika v produkcijo plazmidne DNA namesto v produkcijo biomase (Gonçalves 
in sod., 2014). Lee in sod. (1997) so ugotovili, da je za doseganje višje hitrosti rasti potrebno 
povišati želeno specifično hitrost rasti in skladno s tem povišati pretok dohranjevalnega 
gojišča v gojišče. S Slike 9 je razvidno, da smo pri šaržnem gojenju z dohranjevanjem 
koncentracijo plazmidne DNA povišali v primerjavi s šaržnim gojenjem in s tem potrdili 
zastavljeno hipotezo. 
Optimizacijo bioprocesa smo nadaljevali s povišanjem pO2, saj naj bi višji parcialni tlak 
kisika vplival na količino plazmidne DNA v obliki kovalentno zaprtega kroga (Dorman in 
sod., 1988). Ob 40 % pO2 smo dosegli višjo biomaso celic v primerjavi z 20 % pO2 ter enako 
koncentracijo plazmidne DNA. Specifičen donos plazmidne DNA je bil v primeru nižjega 
pO2 19,08 % višji, kar ne zadosti potrebi po zmanjševanju stroškov, saj višje prepihovanje z 
zrakom in dodajanjem čistega kisika bistveno podraži bioproces. V nasprotju z ugotovitvami 
v literaturi (Carnes in Williams, 2006) smo ob povišanem pO2 dosegli manjši delež 
plazmidne DNA v obliki kovalentno zaprtega kroga. 
5.3 VPLIV TEMPERATURNEGA DVIGA NA KONCENTRACIJO IN 
KONFORMACIJO PLAZMIDNE DNA 
Ovrgli smo hipotezo, da bomo z dvigom temperature dosegli višjo koncentracijo plazmidne 
DNA pretežno v obliki SC, saj so naši rezultati nakazali, da se nista povišali niti 
koncentracija plazmidne DNA niti delež oblike kovalentno zaprtega kroga ob 
temperaturnem dvigu.  
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Glede na to, da so za nakatere plazmide ugotovili, da pri dvigu temperature prihaja do večje 
replikacije plazmida (Miki in sod., 1987), smo kot zadnji del optimizacije bioprocesa želeli 
preveriti, ali lahko z dvigom temperature gojenja povišamo koncentracijo plazmidne DNA. 
Povišanje števila kopij plazmidov in s tem koncentracije plazmidne DNA je opazno tudi pri 
začetnem gojenju na nižjih temperaturah s kasnejšim povišanjem temperature na 42 °C ali 
45 °C (Riethdorf in sod., 1991). Po 8 urah gojenja na višji temperaturi smo z bioprocesom 
končali, saj je bakterijska kultura prešla v stacionarno fazo. Meritve optične gostote, biomase 
ter specifičnega donosa plazmidne DNA so skoraj enake kot pri gojenju pri 30 °C. Zaradi 
nižje specifične hitrosti rasti in z njo povezanega generacijskega časa bakterij je 
najverjetneje temperaturna indukcija potekala premalo časa, da bi bilo opazno povišanje 
plazmidne DNA. 
Z bioprocesi z dohranjevanjem smo dosegli visoko optično gostoto in biomaso celic, kar je 
primerljivo s podatki iz literature (Eastman in Durland, 1998), vendar je naš donos 
koncentracije plazmidne DNA bistveno manjši, na kar lahko vplivata izbor plazmida, 
bakterijskega seva ter kombinacija seva in plazmida (Wang in sod., 2006), zato je primerjava 
s podatki iz literature mogoča le v primeru, ko se v eksperimentu uporablja enaka 
kombinacija bakterijskega seva in plazmida. Yau in sod., (2008) so ugotovili, da je zaradi 
potencialnega nabora dejavnikov, ki lahko vplivajo na produktivnost bakterijskega seva, 
priporočljivo preveriti kombinacijo seva in plazmida pred nadaljnjo optimizacijo bioprocesa 
v večjem merilu, saj se lahko na ta način bistveno zmanjša stroške in olajša izvedbo 
zaključnih procesov. 
Po optimizaciji dejavnikov, ki vplivajo na produkcijo plazmidne DNA, smo želeli preveriti 
ponovljivost bioprocesa. S slike 10 je razvidno, da smo ponovljivost dosegli, saj se je 
standardni odklon koncentracije plazmidne DNA gibal v območju ± 1,09 mg/L, kar 
predstavlja 4,9 % relativni standardni odklon, kar ne predstavlja statistično značilne razlike. 
S slike 9 je razvidno, da smo z optimizarnim šaržnim gojenjem z dohranjevanjem dosegli za 
79,5 % višjo produktivnost plazmidne DNA v primerjavi s šaržnim gojenjem. 
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6 SKLEPI 
Na podlagi dobljenih rezultatov lahko sklepamo sledeče: 
• Zavrgli smo hipotezo, da bodo dejavniki, ki bodo zmanjšali maksimalno specifično 
rast, povečali količino plazmidne DNA. 
• Potrdili smo hipotezo, da bomo pri bioprocesu z dohranjevanjem substrata dosegli 
višjo koncentracijo plazmida kot pri bioprocesu enkratnega polnjenja. 
• Zavrgli smo hipotezo, da bomo z dvigom temperature dosegli višjo koncentracijo 
plazmidne DNA pretežno v obliki SC.  
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7 POVZETEK 
Na področju biotehnologije, medicine in molekularne biologije se uporabljajo plazmidni 
vektorji, ki omogočajo pridobivanje cepiv, rekombinantnih proteinov in monoklonskih 
protiteles za uporabo v terapevtskih in diagnostičnih aplikacijah. V zadnjih letih se je 
povečalo zanimanje za razvoj varnih in učinkovitih DNA-cepiv ter DNA-terapij za uporabo 
v zdravljenju človeških in živalskih bolezni. Bakterijski plazmidi so najbolj želeni vektorji 
prenosa za izdelavo DNA-cepiv in kratkoročnih genskih terapevtikov. Zaradi slabše 
učinkovitosti plazmidnih vektorjev je potrebno optimizirati pridobivanje plazmidne DNA v 
fazi pripravljalnih procesov in zaključnih procesov. V magistrski nalogi smo se osredotočili 
na fazo pripravljalnih procesov. Za pridobivanje plazmidne DNA smo uporabili sev DH1 
ORT® brez označevalca odpornosti proti antibiotiku s plazmidom p21-hIL-12-ORT z genom 
za interlevkin 12. Visoke koncentracije celic in plazmidov sta pogoja za uspešno zastavljen 
sistem pridobivanja, ki olajša kasnejše zaključne procese. Z optimizacijo produkcije 
plazmidne DNA smo pričeli v bioreaktorju, kjer smo lahko kontrolirali pogoje, kot so 
parcialni tlak kisika ter pH. Najprej smo izvedli šaržno gojenje, kjer smo testirali izbor 
gojišča na rast in donos bakterijske kulture. Ni nam uspelo dokazati, da zmanjšana specifična 
hitrost rasti pozitivno vpliva na količino plazmidne DNA. Na podlagi podatkov iz šaržnega 
gojenja smo izvedli šaržni bioproces z dohranjevanjem. Z uporabo bioprocesa z 
dohranjevanjem smo dosegli visoke koncentracije biomase, nismo pa povečali specifični 
donos plazmidne DNA glede na suho maso, zato smo bioproces nadalje optimizirali. Na 
podlagi literature smo želeli preveriti, ali višji parcialni tlak kisika pomembno vpliva na 
povišan delež kovalentno zaprtega kroga plazmidne DNA in višjo koncentracijo plazmidne 
DNA. Ker donosa nismo izboljšali (in zaradi zmanjševanja stroškov), smo uporabili nižjo 
vrednost parcialnega tlaka kisika, saj pri eksperimentu nismo zasledili izboljšanja. V sklopu 
pripravljalnih procesov smo želeli preizkusiti vpliv dviga temperature gojenja na 
produktivnost plazmida. Ugotovili smo, da dvig temperature ni imel učinka, saj je bila 
koncentracija plazmidne DNA enaka kot pri gojenju na nižjih temperaturah. S ponovnim 
izvajanjem optimalnega načina gojenja smo potrdili robustnost in ponovljivost bioprocesa. 
Z dohranjevanjem substrata smo dosegli višjo koncentracijo plazmidne DNA in s tem 
potrdili zastavljeno hipotezo.  
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